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Die Erfzndung betrifft eine doppelscrangige aus 2 wei Einzel- 
strangen bestehende Ribonukleinsaure (dsKNA) rnit erhehter 
Wirksamkeit in einem Organismus, ein Verfahren zu deren ge- 
welter Auswahl, ein diese dsRNA enthaltendes Medikamen,: so- 
wxe erne Verwendung einer solchen doppelstrSngigen Ribonu- 
klexns&ure. 

Es ist bekannt. dsRNA zur Hen^ung der Expression eines ZM- 

1^1 -T" lntar£erOTZ ei * 2 ^^- Bisher eingesetzte 
0 M^rr^' ^ ~<**-«*~ wirksa^eit. flus der wo 
ner 2pl „ 2u3ffl » enl ' a »9 zwischen der wirksamkeit ei . 

Nukleotide langen Oberhang am 3 -Ende eines strangs der dsRNA 
wurde garden, dass as f0 r die E«lzienz besonders 
xst. „enn das vorletzte Hukleotid am 3 '-Ende ein u ist. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es. ein Verrahren zur 
gezxelten Auswanl einer sine erhahte Wirksamkeit in elnem Or 
gan.smus au lw eisenden dsBNA zur 8aMms der Expression "nes 
Sxelgens durcb ENA-mterferenz. eine Verwendung einer so "en 

ZTtzT* ?* ^ "* 6in •*»« solcha dsRNA enthaitet- 
des Medikament bereitzustellen. 80 

Die Aufgabe „ird duroh die Merkmale der AnsprQehe 1 9 17 
und 18 gelost. ZweckmaSige Ausgestaltungen ergeben sioh sue 
den Merkmalen der Anspruche 2 bis g und 10 bis iT 

lllTtZUTT I"' ^ r 9e2ielten einer 

"ei Szelst s "t aUfWeiSenden «°*P e l3trangigen aus 
zwel Exnzelstrdngen bestehenden Ribonukleinsaure (dsRWA) zur 
He^ung der Expression eines zielgens durcb ML-aS^JT 
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vorgesehen, wobei die Sequenzen der EinzelstrSnge der dsRNA 
so gew&hlt werden, dass an beiden Bnden der dsRNA jeweils das 
letzte kornplementare Nukleotidpaar G-C ist Oder mindestens 
zwei der letzten vier komplementSren Nukleotidpaare G-C~Paare 
5 sind, wobei die dsRNA am ersten Ende einen aus 1 bis 4 unge- 
paarten Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen tJberhang auf- 
weist und am 2weiten Ende keinen Oberhang aufweist, wobei das 
sich direkt an das letzte komplementare Nukleotidpaar an- 
schlieSende ungepaarte Nukleotid des einzelstrangigen uber- 
10 gangs eine Purin-Base enthSlt, wobei die folgenden dsKNAs 
ausgenommen sind: 

5'- CAG GAC CUC GCC GCU GCA GAC C-3 ' (SEQ ID NO; 1) 
3'-CG GUC CUG GAG CGG CGA CGU CUG G-5 ' (SEQ ID NO: 2), 

15 

5>- G CCU UUG UGG AAC UGU ACG GCC-3' (SEQ ID NO: 3) 
3'-UAC GGA AAC ACC UUG ACA UGC CGG-5 ■ (SEQ ID NO i 4), 

5'-CUU CUC CGC CUC ACA CCG CUG CAA-3 ' (SEQ ID NO: 5) 
20 3'-GAA GAG GCG GAG UGU GGC GAC G -5 4 (SEQ ID NO: 6) , 

5'- A CGG CUA GCU GUG AAA GGU CC-3 ■ (SEQ ID NO: 13) 
3'-AGU GCC GAU CGA CAC UUU CCA GG-5 1 (SEQ ID NO: 14) und 

25 5'- CAA GGA GCA GGG ACA AGU UAC-3 1 (SEQ ID NO: 15) 
3'-AA GUU CCU CGU CCC UGU UCA AUG-5 1 (SEQ ID NO: 16) . 

"G" steht ftfr ein Guanin, n C M fur ein Cytosin, W A M fur ein 
Adenin und "U" ftir ein Uracil jeweils als Base enthaltendes 

30 Nukleotid. Das "Verfahren zur gezielten Auswahl" umfasst auch 
ein "Verfahren zum gezielten Auffinden" und ein "Verfahren 
zum gezielten Herstellen" . Unter dem "Zielgen" wird im Allge- 
meinen der Abschnitt eines DNA-Strangs der doppelstrSngigen 
DNA in der Zelle verstanden, welcher komplementar zu einem 

35 Abschnitt des anderen DNA-Strangs der doppelstrangigen DNA 
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ist, der bei der Transkription als Matrize dient. Der Ab- 
schnitt umfasst dabei alle transkribierten Bereiche. Bei dem 
Zielgen handelt es sich also im Allgemeinen urn den Sizm- 
Strang. Bin Antisinn-Strang der dsRNA kann somit komplementar 
zu einem bei der Expression des Zielgens gebildeten RNA- 
Transkript oder dessen Prozessierungsprodukt, wie z.B. einer 
mRNA, sein. Bin Sinn-Strang der dsRNA ist der zum Antisinn- 
Strang komplementare Strang der dsRNA. Bine dsRNA liegt vor 
wenn die aus zwei Ribonukleinsaure-Strangen bestehende Ribol 
nukleinsaure eine doppelstrangige Struktur aufweist Nicht 
alle Nukleotide der dsRNA mtissen Watson-Crick-Basenpaarungen 
aufweisen. Insbesondere einzelne nicht komplementare Basen- 
paare beeintrachtigen die Wirkung der dsRNA bei der Expressi- 
onshemmung durch RNA-Interf erenz kaum oder gar nicht. 

Die Sequenzen der Einzelstrange der dsRNA kfinnen gewahlt wer- 
den, indem innerhalb des zu hearmenden Zielgens ein Bereich 
und dessen Lange so gewahlt wird, dass eine dsRNA mit einem 
dazu komplementaren Strang die oben genannten Merkmale auf- 
wexst. Da einzelne nicht zum Zielgen- komplementare Nukleotide 
die RNA-Interferenz nicht verhindem, ist es auch mSglich, an 
den zum Zielgen komplementaren Bereich eines Strangs der 
dsRNA ein einzelnes oder einzelne Nukleotide anzuhangen oder 
exnzelne Nukleotide in dem Strang 2U ersetzen, urn eine dsRNA 
auf^eist^' W6lChe Srfindun ^^ definierten Nerkmale 

Bei der WO 02/44321 A2 ist es bei der Untersuchung der Wirk- 
saxnkext auSer Acht gelassen worden, dass die Wirksamkeit ei- 
ner dsRNA bei einer medizinischen Anwendung in einem Organise 
2L & Z* V ° n d6ren Bi ° Ver ^barkeit abhSngig ist.. Diese ist 
umso hdher, Je stabiler die dsHNA im Blut ist und je langer 
sxe somzt verfugbar ist. Die Stability von dsRNA im Blut 

Z r dSren durch Blut vorhan- 

dene Enzyme bestimmt. tfcerraschenderweise hat sich gezeigt 
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dass diese Abbaubarkeit von den Sequenzen der die dsRNA bil- 
denden Einz el strange abhangig ist. Durch das erf indungsgemafie 
Verfahren wird eine dsRNA mit erhohter Stabilitat im Blut und 
somit einer hdheren Bioverfugbarkeit als eine andere dsRNA 
ausgewahlt. Da die Stabilitat in Blut experimentell nahe- 
rungsweise gemessen wird, indem man die Stabilitat im Serum, 
also in der von zellularen Bescandteilen und Qerinnungefakto- 
ren befreiten wassrigen Phase des Blutes, bestimmt, wird die- 
se Stabilitat im Folgenden als Serums tabili tat bezeichnet. 
Diese Formulierung ist jedoch in keiner Weise limitierend. 

Die Formulierung "eine doppelstrangige aus zwei Einzelstran- 
gen bestehende Ribonukleinsaure- , bedeutet hier, dass es sich 
nicht um einen teilweise selbst-assoziierten Einzelstrang 
(stem-loop)- handelt. Eine Verknupfung zwischen den Einzel- 
strangen ist durch diese Formulierung jedoch nicht ausge- 
schlossen. Die beiden Ribonukleinsaure-Einzel strange konnen, 
z.B. uber eine oder vorzugsweise mehrere chemische Verknup- 
fungen, verbunden sein. Dadurch kann die Stabilitat der dsRNA 
weiter erhoht werden. Beispielsweise kann das S'-Ende des An- 
tisinn-Srrangs uber einen Hexa-ethylenglycol-Linker mit dem 
3'-Ende des Sinn-Strangs verbunden sein. Dem Fachmann sind 
viele Moglichkeiten einer solchen Verbindung zur weiteren 
Stabilisierung der dsRNA bekannt. 

Die chemische Verknupfung wird zweckmafiigerweise durch eine 
kovalente oder ionische Bindung, eine Wasserstof fbruckenbin- 
dung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall- 
lonenkoordination gebildet. Sie kann nach einem besonders 
vorteilhaften Ausgestaltungsmerkmal an mindestens einem, vor- 
zugsweise an beiden, Ende/n hergestellt werden. 

Es hat sich weiter als vorteilhaft: erwiesen, da* die chemi- 
sche Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbindungsgrup- 
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pen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise 
Poly-(oxyphosphinicooxy-l,3-propandiol)- und/oder Polyethy- 
lenglycol-Ketten sind. Die chemische Verkniipfung kann auch 
durch in der doppelstrangigen Struktur anstelle von Purinen 
benutzte Purinanaloga gebildet werden. Von Vorteil ist es 
femer, dafi die chemische Verkniipfung durch in der doppel- 
strangigen Struktur eingefiihrte Azabenzoleinheiten gebildet 
wird. Sie kann aufcerdem durch in der doppelstrangigen Struk- 
tur anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotida- 
naloga gebildet werden. 

es hat sich als zweckmafcig erwiesen. dass zur Herstellung der 
chemischen Verknupfung mindestens eine der folgenden Gruppen 
benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugs- 
weise Bis-(2-chlorethyl)-amin; N-acetyl-HT- (p-glyoxyl -ben- 
zoyl ) -eystamin; 4-Thiouracil ; Psoralen. Femer kann die che- 
mische Verknupfung durch an den Enden des doppelstrangigen 
Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet werden; 
Vorzugsweise wird die chemische Verknupfung an den Enden des 
doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen herge- 
stellt. 

Die chemische Verknupfung kann zweckmafiigerweise durch ultra- 
violettes Licht induziert werden. 

Die Nukleotide der dsRNA konnen modifiziert sein. Dies wirkt 
einer Aktivierung einer von doppelstrangiger RNA abhangigen 
Proteinkinase, PKR, in der zelle entgegen. Vorteilhafterweise 
ist mindestens eine 2 ' -Hydroxylgruppe der Nukleotide der 
dsRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische 
Gruppe, vorzugsweise eine 2 '-Amino- oder eine 2'- 
Methylgruppe. ersetzt. Mindestens ein Nukleotid in mindestens 
einem Strang der doppelstrangigen Struktur kann auch ein so- 
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genanntes -locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch 
eine 2'-0, 4 ' -C -Methyl enbriicke, chemisch modif izierten Zuk- 
kerring sein. Vorteilhaf terweise sind mehrere Nukleotide 
" locked nucleotides " . 

Vom Schutzumfang ausgenommen sind dsRNAs, die bereits bekannt 
sind, ohne dass deren Serums tabili tat, die damit verbundene 
verbesserte Wirksamkeit oder ein Zusammenhang zwischen den 
Sequenzen ihrer Einzelstrange und der Serums tabili cat bzw. 
Wirksamkeit erkannt worden ware. 

Der Vorteil des erf indungsgemafien Verfahrens besteht da-in 
dass dadurch eine dsRNA bereitgestellt werden kann, welche'in 
Blut verhaltnismaSig stabil ist und durch ihre langere Ver- 
fugbarkeit eine hahere Wirksamkeit als andere dsRNAs auf- 
weist. zur Erhahung der intrazellularen Wirksamkeit der dsRNA 
tragt weiterhin bei, dass die dsRNA einen einzelstrangigen 
Oberhang aufweist. Die Stability dieser dsRNA wird zusatz- 
lich dadurch erhOht, dass am zweiten Ende der dsRNA kein 
Oberhang vorhanden ist. 

Besonders stabil ist die dsRNA im Blut dadurch, dass das sich 
dlrekt an das let z te komplementare Nukleotidpaar anschliefien- 
de ungepaarte Nukleotid des einzelstrangigen Oberhangs eine 
Puri„-Base enthalt. Bei der Purin-Base kann es sich urn Guanin 
oder Adenin handeln. Das steht im Widerspruch zur Lehre aus 
der WO 02/44321 A2, dass es bei einem zwei-Nukleotide langen 
Oberhang am 3 '-Ende eines Strange der dsRNA besonders gunstig 
xst, wenn das vorletzte Nukleotid am 3 --Ende und somit das 
szch direkt an das letzte komplementare Nukleotidpaar an- 
schlieSende ungepaarte Nukleotid ein U, d.h. eine Pyrimidin- 
Base, ist. 

Vorzugsweise besteht der Oberhang nur aus einem oder zwei un- 
gepaarten Nukleotiden. Bei einem aus mehr als einem Nukleotid 
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bestehenden einzelstrangigen ttberhang wird die Stabilitat 
weiterhin dadurch gesteigert, dass der Oberhang zumindest zur 
Halfte aus Purin-Basen . insbesondere G oder A, enthaltenden 
Nukleotiden gebildet ist. Besonders vorteilhaft ist es, wenn 
der Oberhang, insbesondere ausschliefclich, die Sequenz S'-GC- 
3* aufweist. 

Eine noch bessere Wirksamkeit kombiniert ait einer hohen Se- 
rumstabilitat wird erreicht, wenn das erste Ende der dsRNA am 
3 '-Ende eines Antisinn-Strangs der dsMJA gelegen ist und das 
zweite Ende der dsRNA am 3 -Ende eines Sinn-Strangs der dsRNA 
gelegen ist. Die dsRNA weist darm nur an dem am 3 '-Ende des 
Antisinn-strangs gelegenen Ende einen einzelstrangigen Ober- 
hang auf, wahrend das am 3 -Ende des Sinn-Strangs der dsHNA 
gelegene Ende der dsRNA keinen uberhang aufweist. 

Weiterhin hah es sich als gunstig lm Bezug auf die wirksam- 
keit erwxesen, wenn ein zum Zielgen komplementarer Bereich 
des Antisinn-Strangs der dsRMA 20 bis 23, insbesondere 22, 
Nucleotide aufweist. Weiterhin ist es vorteilhaft, wenn der 
Antxsxnn-Strang weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweist. 

Gegenstand der Erfindung ist auSerdem eine doppelstrangige 
aus zwex Exnzelstrangen bestehende Ribonukleinsaure (dsRNA) 
ZUr Henmmng *** Expression eines Zielgens durch Kna- 
interferenz, wobei an beiden Enden der dsRNA jeweils das 
III ! r mentSre N ^-tidpaar G-C ist oder mindestens 
zwex der letzten vier komplementaren Nukleotidpaare G-C-Paare 
smd, wobei die dsRNA an einem ersten Ende einen aus l bis 4 
ungepaarten Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen uberhang 
aufweist und an einem zweiten Ende keinen Oberhang aufweist 
wobei das sich direkt an das letzte komplementSre Nukleo- 
txdpaar anschlieiSende ungepaarte Nukleotid des einzelstrangi- 
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gen Obergangs eine Purin-Base enthSlt, wobei die folgenden 
dsRNAs ausgenommen sind: 



S2: 5'- CAG GAC CUC GCC GCU GCA GAC C-3' (SEQ ID NO: 1) 
SI: 3'-CG GUC CUG GAG CGG CGA CGU CUG G-5' (SEQ ID NO: 2), 

5 1 - G CCU UUG UGG AAC UGU ACG GCC- 3 ' (SEQ ID NO: 3) 
3'-UAC GGA AAC ACC UUG ACA UGC CGG-5' (SEQ ID NO: 4), 

5»-CUU CUC CGC CUC ACA CCG CUG CAA-3 1 (SEQ ID NO: 5) 
3'-GAA GAG GCG GAG UGU GGC GAC G -5' (SEQ ID NO: 6) , 

5'- A CGG CUA GCU GUG AAA GGU CC-3 ' (SEQ ID NO: 13) 
3*-AGU GCC GAU CGA CAC UUU CCA GG-5' (SEQ ID NO: 14) und 



5'- CAA GGA GCA GGG ACA AGU UAC-3 ' (SEQ ID NO: 15) 
3 f -AA GUU CCU CGU CCC UGU UCA AUG-5' (SEQ ID NO: 16) - 

Vorteilhafte Ausgestaltungen der dsRNA ergeben sicb aus den 
oben beschriebenen Merkmalen. Weiterhin betrifft die Erfin- 
dung die Verwendung einer erf indungsgeniafien dsHNA zur Hemmung 
der Expression eines Zielgens durch KNA-Interf erenz, insbe- 
sondere in vitro. Die Erfindung betrifft daruber hinaus ein 
Medikament zur Hemmung der Expression eines Zielgens durch 
RNA-Ixiterf erenz, wobei das Medikament: eine erf indungsgemSSe 
doppelstrSngige, aus zwei Einzelstrangen bestehende, dsRNA 
enthait. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand eines Ausftihrungsbei- 
spiels veranschaulicht . Es zeigen: 

Fig. 1 eine gelelektrophoretische Auftrennung einer erf in- 
dungsgem&fien dsRNA ohne und nach 0, 15, 30 , 60, 
120 und 240 min Inkubation in Serum, 
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Fig. 2 eine gelelektrophoretische Auftrennung einer weite- 
ren erf indungsgemaiSen dsRNA ohne und nach 0, 15, 
30, 60, 120 und 240 min Inkubation in Serum'und' 

5 

Fig. 3 eine gelelektrophoretische Auftrennung einer her- 
kommlichen dsBNA ohne und nach 0, 15. 30, 60, 120 
und 240 min Inkubation in Serum. 

10 RNA Synthase: 

Einzelstrang-RNAs wurden durch Fes tphasensyn these ndttels ei- 
*es Expedite 8909 Synthesizers (Applied Biosystems, Applera 
Deutschland GmbH, Frankfurter Str. 129b, 64293 Darmstadt 

15 TTTT^ hergeSt6llt ' Daz * benfitigte Standard Ribonukleo- 

15 Sidphosphoxamidite und an CPG (Controlled Pore Glass), ei»em 
porosen TrSgermaterial aus Glas, immobilisierte Nukleoside 
wurden von der Firma ChemGenes Corporation (Ashiand 
Technology Center, 200 Homer Avenue, Ashiand, ma 01721, USA) 
Oder der Firma Proligo Biochemie GmbH (Georg-Hyken-Str . 14, 

20 Hamburg, Deutschland, bezogen. Weitere Synthesereagenzien 

wurden von der Fi rma Mallinckrodt Baker (Xm Leuschnerpark 4 , 
64347 Grxesheim, Deutschland, bezogen. Robe Synthese^odukte 
ZTT^t* HPLC < SySte * Gol *< Beckman Coulter J*. 85702 

>5 IT ^ DeUtSchla - d > «~ eine Anionenaustauscher- 

Hi ". ( ? NAPaC PA 10 °' Di ° neX ** ^rtzgarten 10, 65510 

rTT! gereinigt ' Die erzielten Ausbeuten wurden durch ov 
Licht-Absorption bei 260 nm bestimmt. 

Die in den Untersuchungen eingesetzten dsRNAs wurden durch 3- 

unrA:? 8 -^ 1112 ^ Mengen einzelstr^ngiger SiL 

und Antxsxnn-RUAs in Annealing- Puffer (100 mM N aci, 20 m* 

temperatur (iber ca. 3 Stunden hergestellt . 



35 
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Gewinnung von humanem Serum: 

Eine BlutprobQ wurde zur Gerinnung sofort nach ihrer Entnahme 
in einem abgedunkelten Sammelrdhrchen (SST Vacutainer 9,5 ml; 
BD Vacutainer Systems, Becton Dickinson and Company, Belliver 
Industrial Estate, Plymouth PL 6 7BP, GroSbritannien) fur 2 
Stunden bei 20 °C inkubiert. Danach wurde durch Zentrifugati- 
on bei 4<>C und 3 000 x g fur 15 Minuten (Megafuge 1.0; 
Heraeus Instruments, Kendro Laboratory Products, D-37520 
Oscerode, Deutschland) Serum als tiberstand von agglutiniertem 
Blut getrennt, in sterile 1,5 ml ReaktionsgefaSe (La Fontai- 
ne, International GmbH & Co. KG, Daimlerstr ,14, D-68753 Wag- 
hausel, Deutschland) iiberfuhrt und bei -20°C gelagert. 

Inkubation: 

Jeweils 60 ;xl Serum wurden in 1,5 ml ReaktionsgefaSen auf Eis 
vorgelegt. Danach wurden jeweils 12 nl einer 25 M dsRNA-Lo- 
sung zugegeben und 5 Sekunden mitt els eines Vortex-Genie2 
(Scientific Industries Inc., Bohemia, N.Y. 11716, USA) grund- 
lich gemischt. Die dsRNA Konzentration betrug dann 4,16 m in 
einem Volumen von 72 pi. Die Proben wurden in einen Heizblock 
bei 37oc fur 15, 30, 60, 120 und 240 Minuten inkubiert und 
anschliefiend sofort in flussigem Stickstoff schoekgef roren . 
Eine Probe wurde ohne Inkubation bei 37<>c so fort nach Zugabe 
der dsRNA zum Serum in Stickstoff schoekgef roren . Die Lage- 
rung erfolgte bei -80 °C. 

dsRNA-Isolieruna: 

Alle zur isolierung eingesetzten Reagenzien mit Ausnahme ei- 
ner Phenolldsung wurden vor Gebrauch sterilfiltriert und auf 
Eis gekuhlt. 

Die bei -80 ° c gelagerten Proben wurden auf Eis gestellt mit 
je 450 Ml einer 0,5 M Natriumchloridlosung versetzt und nach 
dem Auf tauen for 5 Sekunden griindlich durchmischt 
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Die Extraktion der dsRMA aus der Probenlosung erfolgte i„ 
Phase Lock-Gel-ReaktionagefaEen (Eppendorf AG. 22331 Hanfcurg 
Deu«chland, . Daau warden die Phase Lock-Gel-ReaktionsgeMSe' 

^ 2 min bei 16 10 ° * 9 »nd 4o c zentrifugier! and 
auf Era gestellt. AnschlieSend wurden die Proben in Phase 
L=<*-G e l-Rea kcionsse£aSa aberfahrt und 500 ,1 Pheno^chloro- 
cl slT" lal f h ° 1 - Mieoh -« <*=ti-Phenol. Carl Roth GmbH ♦ 

und'soo 7T, 1 " 5 ' D " 7H8S K « l3 -*«. ^utsehland, 

und 3oo „1 Chloroform zugesetst. Die Proben wurden far 30 Se- 
kunden n,itt*ls eines IKft vibrax vx* basic, Typ vx2e (xka 
Works do Braail L t da. T a,uore. R, 22713-OOoXasUienT 
!^"f Bine anschlieSende Phaaentrennung er- 

folgte duroh Zentrifugation bei 4°c und 16 100 x g far Is 

starves T ".^^ ?hssa vorsichtig in ein neues 

elaae^r , n50e " S * wurden 40 ,1 

eisgekuhlter 3 M Natriuraacatat-Wsu^ (pH 5.2, su der wSssri- 
gen Phase gegeben. Die resuitierende M sung TOr de «r 20 Se- 
kunden grundlioh ge^ischt. »aoh Zugabe von 1 ul Pellet Paint 

^T'ZlTT: Nova9en - 441 ci ™* ^onT 

1 2 5 SekUnden «-*«*t. *nschliefiend vurde 

LhL^rr Bthaa01 — 20 Sekunden Z- 

1T * \ ^azipitationder dsRNA wurde die Lasung fl 
erne Scunde auf -sq«c gekohlt. ">sung £1i r 

fSlr^'T.^ ^ *»* ««**"»8«i« bei 12 000 

sicht^a li "S? PellStie "- *» *r Oberstand vor- 

Etb^ol 1Z£ "* P8llet miC 500 * ^ekuhltem ,0% 

Ethanol (Mallinckrodt Baker B v 7i nn „ 

gewaechen. »ach 2 Sekunden sonat^ ; H ° Uand) 

4-C an, GefaEboden gesaasnelt und abpipetWert Die T 
5 mln g^rocxLV "* ^ «~~»r fur . 
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Die getrocknete dsRNA wurde in 30 ul Gelauf tragungspuf f er (95 
% v/v Formamid, 10 mM EDTA, 0,025 % w/v Xylencyanol, 0,025 % 
w/v Bromphenolblau) durch 2-mintitiges grilndliches Mischen ge- 
5 ldst. 

Analyse durch denarurierende Gelelektrophorese; 
Die Analyse der dsRNA erfolgte mittels denaturierender Poly- 
acrylamid Gelelektrophorese in 0,8 mm dicken und 200 x 280 mm 
10 grofcen Gelen mit 8 M Hamstoff und 16 % v/v Formamid. 

Zusammensetzung eines Gels (50 ml) : 

24 g Hamstoff (>99.5% p. a.; Carl Roth GmbH + Co., Schoem- 
perlenstr. 1-5, D-76185 Karlsruhe, Deutsch- 
15 land) , 

18 ml Acrylamid (rotiphorese Gel 29:1 (40%); Carl Roth GmbH 

+ Co, Schoemperlenstr. 1-5, D-76185 Karlsru- 



5 ml 10 X TBE (1 M Tris (Ultra Qualitat; Carl Roth GmbH + 



30 8 ml Formamid (Merck-Schuchardt , D-85662 Hohenbrunn, 



he, Deutschland) , 



20 



25 



Co., Schoemperlenstr. 1-5, D-76185 Karlsru- 
he, Deutschland), 1M Borsaure (99,8% p.a.; 
Carl Roth GmbH + Co., Schoemperlenstr. 1-5, 
D-76185 Karlsruhe, Deutschland) / 25 mM SDTA 
( Sigma- Aldrich Chemie GmbH P.O. 1120, D- 



89552 Steinheim, Deutschland) in entioni- 
siertem Wasser) , 



Deutschland) , 



50 Ml Temed 



(N,N,N' ,N' -Tetramethylethylendiamin) ( Sigma - 
Aldrich Chemie GmbH P.O. 1120, D-89552 
Steinheim, Deutschland) und 



35 




t 7 n * a / nnr; 



996091 TCT6 6&+ SS : 9T~ €002 • Nfir • €T 



35:51 junp-gi iiazssue^D] 



13 



200 ill APS Ammonium Persulfat (10 % w/v) (Gibco BRL 

Life Technologies, Invitrogen GmbH, Techno- 
logiepark Karlsruhe, Emmy-Noether-Str . 10, 
5 D-76131 Karlsruhe, Deutschland) . 

Nach dem GieSen des Gels zwischen zwei Glasplatten und dessen 
Auspolymerisieren fur ca. 30 min wurde fur* 30 min bei 45 mA 
{Stromquelle: Power PAC 3000; Bio Rad Laboratories, 2000 Al- 
io fred Nobel Drive, Hercules, CA 94547, USA) ein Vorlauf in ei- 
ner Gellauf apparatur durchgefuhrt . Als Gellaufpuf f er wurde 1 
x TBE verwendet. Zur gleichmafiigen Temperierung des Gels wur- 
de eine 3 mm dicke Aluminiumplatte auf eine der Glasplatten 
geklemmt ♦ 

15 

Die Proben wurden vor dem Auftrag aufs Gel ftlr 5 min auf 
100°C erhitzt, auf Eis ahgeschreckt und fur 2 0 Sekunden bei 
13 000 x g und 4°C abzentrifugiert . 

20 Von jeder Probe wurden 10 m1 aufgetragen. Zusatzlich wurde 

eine nicht mit Serum inkubierte dsRNA- Probe (2 m1 25 mM dsRNA 
in 10 /il Gelauf tragspuff er) aufgetragen. 

Die Elektrophorese erfolgte fur 90 min bei 45 mA. Abschlie- 
25 Send wurde das Gel fur 30 min mit Stains all (40 mg stains 

all (l-Ethyl-2-[3 (3-Ethylnaphtho [1, 2-d]Thiazolin-2-Ylidene) - 
2-Methylpropenyl] Naphtho- [1, 2-d] Thiazolium Bromid) ; Sigma- 
Aldrich Chemie GmbH P.O. 1120, D-89552 Steinheim, Deutsch- 
land) + 400 ml Formamid (Merck-Schuchardt , D-85662 Hohen- 
30 brunn, Deutschland) + 400 ml H 2 0) gefarbt, und dann fur ca. 

30 - 60 min im Wasserbad entfSrbt. Die entf&rbten Gele wurden 
mittels eines Fotodokumentationsgerats (Image Master VDS 
Pharmacia Biotech; Amersham Biosciences Europe GmbH, Mun2in- 
ger Str. 9, D-79111 Freiburg; by D &. R, Israel) digital! si ert 
35 und zusatzlich im.Farbmodus gescannt (Scanner: UMAX PowerLook 
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1100; UMAX Technologies, Inc., 10460 Brockwood Rd., Dallas, 
TX 75238 USA, Software: Adobe Photoshop Elements, Adobe Sy- 
stems incorporated, 345 Park Avenue, San Jose, California 
95110-2704, USA) . 

Srgebnisse : 

es sind die folgenden dsRNAs verwendet worden: 

1. BCL20, deren Antisinn-Strang si zu einer Sequenz aus dem 
Sinn-Strang des humanen bcl-2-Gens (Datenbank GenBank, Natio- 
nal institutes of Health, Bethesda, Maryland, 20892, USA 
Eintragungsnummer M13994) komplementar ist: 

S2: 5'- GGC GAC UUC GCC GAG AUG UCC-3 ■ (SEQ ID NO- 7) 
81: 3'-CG CCG CUG AAG CGG CUC UAC AGG-5 * (SEQ ID NO; 8) 

2. B133, deren Antisinn-Strang SI zu dem Sinn-Strang des 
humanen bcl-2-Gens (GenBank, Eintragungsnuznmer M13994) kom- 
plementar ist: 

S2: 5'- ACC GGG CAU CUU CUC CUC CCA-3 • (SEQ ID NO- 9) 
Sir 3--CG UGG CCC GUA GAA GAG GAG GGU-5 • (SEQ ID NO: 10) 



3. P3, deren Antisinn-Strang SI zum Sinn-Strang des humanen 
PLKl-Gens (GenBank, Eintragungsnummer X75932) komplementar 

ISt- 



S2: 5'- GAU OAC CCU CCU UAA AUA UUU-3 ■ (SEQ ID NO- 11) 
SI: 3--CG CUA GUG GGA GGA AUU UAU AAA- 5 ' (SEQ ID NO: 12) 

Fig. 1 bis 3 zeigen jeweils von links nach rechts eine gele- 
lektrophoretische Auftrennung einer dsRNA ohne und nach 0 
15, 30, 60, 120 und 240 Minuten Inkubation in Serum Pig 'i 
zexgt die gelelektrophoretische Auftrennung der dsKNA BCL20 
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15 

Fig. 2 diejenige der dsRNA B133 und Fig. 3 diejenige der 
dsRNA P3. 

Fig* 1 zeigt, dass die dsRNA BCL20 wahrend der Inkubations- 
5 zeit kaum abgebaut wird. 

Aus Fig- 2 geht hervo:r, dass die dsRNA B133 etwas schneller 
abgebaut wird als die dsRNA BCL20. Das liegt daran, dass hier 
das jeweils let2te konvplement&re Nukleotidpaar an beiden Bn- 
10 den der dsRNA nicht, wie es idealerweise der Fall ist, C-G 
ist. 

Sine herk&nmliche dsRNA, wie beispielsweise die in Fig. 3 
dargestellte dsRNA P3 , wird nahezu sofort in Serum abgebaut. 
15 Die dsKNA P3 weisr nur an einem Ende der doppelstr£ngigen 
Struktur komplementare G-C Nukleotidpaare auf . 
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SEQUENZPROTOKOLL 
<110> Ribopharma AG 

<120> Doppelstr&ngige RibonukleinsSure mic erhShter Wirksamkeit in ein©m 
Organismu9 

<130> 432724EH 

<160> 16 

<170> Patencln version 3.1 



<2l0> 1 

<211> 22 

20 <212> KNA 

<213> Kttnstliehe Se<iuenz 



<220> 



<223> Sinn-Scrang einer daRNA, deren Antisinn-Scrang (SEQ ID NO: 2) zu 
einer Seguenz aus dem Sinn-Strang des humanen Bcl-2-Gens komplementar 
30 ist. 



<400> 1 

caggaccucg ccgeugcaga cc 22 



<210> 2 

<211> 24 

40 <212> BNA 

<213> KQns cliche Sequenz 



<220> 

<223> Ant is inn -Strang einer dsRNA, der zu einer Sequenz aus dem Sinn- 
Strang des humanen Bcl-2-Gens koroplement&r ist. 

<400> 2- 

ggucugcagc ggcgaggucc uggc 24 



55 <210> 3 

<211> 22 

<212> RNA 

60 
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<213> Kttnstliche Sequenz 
<220> 



t^lll cfi™~ Strang J eine ?' d sRNA. <3eren Ancisinn-Scrang (SEQ ID NO- 4) 2U 
exner Sequenz aus dem Sinn-Scrang des huwanen Bel-2-leiS koSl«Sr 



<400> 3 

gccuuugugg aacuguacgg cc 



22 

15 <210> 4 
<211> 24 
<212> RNA 

<213> Ktlnstliche Sequenz 



25 <220> 



3 0 <400> 4 

ggceguacag uuccacaaag gcau ^ 4 

<210> S 

35 

<211> 24 

<212> RNA 

<213* Ktlnstliche Sequenz 
<220> 

50 <400> 5 

cuucuccgcc ucacaccgcu gcaa 

24 

<210> 6 

55 

<211> 22 
<212> RNA 
60 <213> KOnstliche Sequenz 
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30 
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40 



50 



<220> 

<223> Antisinn-Strang einer dsRNA, der zu einer Sequenz aus dem Sinn- 
Strang des Proteinkinase C-Gens kompleinentar iet, 

<400> 6 

geagcggugu gaggcggaga ag 22 

<210> 7 

<2ll> 21 

<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 



<223> Sinn-Strang einer dsRNA, deren Antisinn-Strang (SEQ IO NO: 8) zu 
ist GJr Sequenz aus dem sinn-s trang des humanen Bcl-2-Gens komplementar 



<400> 7 

ggcgacuucg ccgagauguc c 21 

<210> 8 

<211> 23 

<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 



<223> Antisinn-Strang einer dsRNA, der zu einer Sequenz aus dem 
4b Sinn-Strang des humanen bel-2-Gens komplementar isc. 



<400> 8 

ggacaucucg gcgaagucgc cgc 23 



<210> 9 

<211> 21 

55 <212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

60 
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10 



20 



30 



<220> 

<223> Sinn-Strang einer dsRNA, deren Ancisinn-Scrang (SEQ ID NO; 10) 2u 
einer socjuens aus dem Sinn-Strang des humanen bcl-2-Gens (GenBank, Ein- 
tragungsnumrner M13994) koroplementar ist. 

<400> 9 

accgggcauc uucuccuccc a 21 



<210> 10 

<211> 23 

15 <212> RNA 

<213> KUnstliche Sequenz 



<220> 



<223> Anfcisinn-Strang einer dsRNA, der zu einer sequent aus dem Sinn- 
• Strang des humanen bcl-2-Gens (GenBank, Eincragungsnuntmer M13994) korople- 
25 mentar isfc. 



<400> 10 

ugggaggaga agaugcccgg ugc 23 



<210> 11 

<211> 21 

35 <212> RMA 

<213> KUnstliche Sequent 



40 

<220> 

<223> Sinn-Strang einer dsfcNA, deren Antiisinn-Srrang (SEQ 10 NO: 12) zu 
einer Sequenz aus dem Sinn-Strang des humanen PLKl-Gens (GenBank, Eintra- 
45 gungsnummer X75932) kompl eaten c&r l9t. 

«400> 11 

gaucacccuc cuuaaauauu u 21 

50 

<210> 12 

<211> 23 

55 <212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



60 <220> 
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20 

<223> Ancisinn-Strang einer dsRNA, der zu einer Sequenz aus dem Sinn- 
Strang des humanen PUU-Gens (GenBank, Eintragungsnuromer X75932) koxnple- 
mentor ist. 

<400> 12 

aaauauuuaa ggagggugau cgc 23 

<210> 13 

<211> 21 

<212> RNA 

15 <213> Hepatitis C Virus 



<400> 13 

20 acggcuagcu gugaaagguc c 21 

<210> 14 

25 <2ll> 23 

<212> RNA 

<213> Hepaticis C Virus 



30 



35 



40 



45 



50 



<400> 14 

ggaccuuuca cagcuagceg uga 23 

<210> 15 

<211> 21 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 15 

caaggagcag ggacaaguua c 21 



<210> 16 

<211> 23 

55 <212> RNA 

<213> Homo sapiens 

60 <400> 16 

guaacuuguc ccugeuecuu ga3 23 

432724 •Ribopharwa-&n-4 
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Pa tentanspriiche 



1. Verfahren zur gezielten Auswahl einer eine erhohte Wirk- 
samkeit aufweisenden doppelscrangigen aus zwei Einzelstrangen 
best6henden Ribonukleinsaure (dsRNA) 2U r Hemmung der Expres- 
sion eines Zielgens durch RNA-Interf erenz, wobei die Secjuen- 
Zen der Ei ^elstrange der dsRNA so gewahlt werden, dass an 
beiden Enden der dsRNA jeweils das letzte komplementare Nu- 
kleotidpaar G-C 1st oder mindestens zwei der letzten vier 
koinplementaren Nukleotidpaare G-C-Paare sind, wobei die dsKNA 
an einem ersten Ende einen aus 1 bis 4 ungepaarten Nukleoti- 
den gebildeten einzelstrangigen iiberhang aufweist und an ei- 
nem zweiten Ende keinen Oberhang aufweist, wobei das sich di- 
rekt an das letzte koxnplementare Nukleotidpaar anschliefiende 
ungepaarre Nulcleotid des einzelstrangigen Obergangs eine Pu- 
rin-Base enthalt,. wobei die folgenden dsRNAs ausgenommen 
sana: 

5'- CAG GAC CUC GCC GCU GCA GAC C-3 • (SEQ ID KTO ■ 1) 
3'-CG GUC CUG GAG CGG CGA CGU CUG G-5' (SEQ ID NO: 2), 

5'- G CCD UUG UGG AAC UGU ACG GCC-3 ■ (SEQ ID NO- 3) 
3'-UAC GGA AAC ACC UUG ACA UGC CGG-5 ■ (SEQ ID NO: 4). 

5'-CUU CUC CGC CUC ACA CCG CUG CAA-3 • (SEQ ID NO- 5) 
3'-GAA GAG GCG GAG UGU GGC GAC G -5 ■ (SEQ ID NO:' 6) , 

5-- A CGG CUA GCU GUG AAA GGU CC-3 ' (SEQ ID NO: 13) 

3 -AGUGCCGAUCGACACUUUCCAGG-S' (SEQ ID NO: 14) und 

5'" CAA GGA GCA QGG ACA AGU UAC-3 • (SEQ ID NO- 15) 
3--AA GUU CCD CGU CCC UGU UCA AUG-5" (SEQ ID NO: 16, . 

2^ Verfahren nach Anspruch 1. wobei die Purin-Base G oder A 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, wobei der Uberhang aus 
1 oder 2 ungepaarten Nukleotiden gebildet ist. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprttche, wobei 
5 der einzelstr&ngige tiberhang zumindest zur Haifte aus Purin- 

Basen, insbesondere G oder A, enthaltenden Nukleotiden gebil- 
det ist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
10 der tiberhang, insbesondere ausschlieSlich, die Seguenz 5'-GC- 

3' aufweist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , wobei 
das erste Ende der dsRNA am 3 ' -Ende eines Antisinn-Strangs 

15 der dsRNA gelegen ist und das zweite Ende der dsBNA am 3'- 
Ende eines Sinn-Strangs der dsRNA gelegen ist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
ein zum 2ielgen komplemen carer Bereich des Antisinn-Strangs 

20 der dsRNA 20 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweist, 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der Antisinn-Strang weniger als 30, vorzugsweise weniger als 
25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweist. 

25 

9- Doppelstr&ngige aus zwei EinzelstrSngen bestehende Ribo- 
nukleins&ure (dsRNA) zur Heromung der Egression eines Ziel- 
gens durch RNA-Interf erenz, wobei an beiden Enden der dsRNA 
jeweils das letzte komplementare Nukleotidpaar G-C ist oder 

30 mindestens zwei der letzten vier komplementaren Nukleotidpaa- 
re G-C-Paare sind, wobei die dsRNA an einem ersten Ende einen 
aus 1 bis 4 ungepaarten Nukleotiden gebildeten einzelstrangi- 
gen tiberhang aufweist und an einem zweiten Ende keinen Ober- 
hang aufweist, wobei das sich direkt an das letzte komplemen- 

35 t£re Nukleotidpaar anschliefiende ungepaarte Nukleotid des 
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einzelstrangigen Ubergangs eine Purin-Base enthSlt, wobei die 
folgenden dsRNAs ausgenommen sind: 

5'- CAG GAC CUC GCC GCU GCA GAC C-3' (SEQ ID NO: 1) 
5 3'-CG GUC CUG GAG CGG CGA CGU CUG G-5 1 (SEQ ID NO: 2), 

5'- G CCU UUG UGG AAC UGU ACG GCC-3 1 (SEQ ID NO: 3) 
3'-UAC GGA AAC ACC UUG ACA UGC CGG-5' (SEQ ID NO: 4) , 

10 5'-CUU CUC CGC CUC ACA CCG CUG CAA-3 1 (SEQ ID NO: 5) 
3*-GAA GAG GCG GAG UGU GGC GAC G -5' (SEQ ID NO: 6), 

5 4 - A CGG CUA GCU GUG AAA GGU CC-3 1 (SEQ ID NO: 13) 
3'-AGU GCC GAU CGA CAC UUU CCA GG-5 ' (SEQ ID NO: 14) und 

5'- CAA GGA GCA GGG ACA AGU UAC-3' (SEQ ID NO: 15) 
3'-AA GUU CCU CGU CCC UGU UCA AUG-5 1 (SEQ ID NO: 16) . 

10. DsRNA nach Anspruch 9, wobei die Purin-Base G Oder A ist. 

20 

11. DsRNA nach Anspruch 9 oder 10, wobei der tiberhang aus 1 
Oder 2 ungepaarten Nukleotiden gebildet ist. 

12. DsRNA nach einem der Ansprtiche 9 bis 11, wobei der ein- 
25 zelstr£ngige iiberhang zumindest zur Halfte aus Puriri-Basen, 

insbesondere G oder A, enthaltenden Nukleotiden gebildet ist. 

13. DsRNA nach einem der Anspruche 9 bis 12, wobei der Ober- 
hang, insbesondere ausschliefilich, die Sequenz 5'-GC~3' auf- 

30 weist. 

14. DsRNA nach einem der Anspruche 9 bis 13. wobei das erste 
Ende der dsRNA am 3 1 -Ende eines Antisinn-Strangs der dsRNA 
und das zweite Ende der dsRNA am 3 1 -Ende eines Sinn-Strangs 

35 der dsRNA gelegen ist. 
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15. DsRNA nach einem der Ansprtiche 9 bis 14, wobei ein zum 
Zielgen komplementarer Bereich des Antisinn-Strangs der dsRNA 
20 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweist. 

5 

16. DsRNA nach einem der Anspruche 9 bis 15, wobei der Anti- 
sinn-Strang weniger als 30 , vorzugsweise weniger als 25, be- 
sonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweist, 

10 17. Verwendung einer dsBNA nach einem der Anspriiche 9 bis 16 
zur Hemmung der Expression eines zielgens durch RNA- 
Interferenz. 

18 * Medikament. zur Hemmung der Expression eines Zielgens 
15 durch RNA-Interf erenz, wobei das Medikament eine doppelstr&n- 
gige aus zwei EinzelstrSngen bestehende Ribonukleinsaure 
(dsRNA) nach einem der Ansprttche 9 bis 16 enthait. 
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Zusammenfassung 



Die Brfindung betrifft ein Verfahren zur gezielten Auswahl 
ewer eine erhohte Wirksamkeit aufweisenden doppelstrangigen 
aus zwei Einzelstrangen bestehenden Ribonukleinsaure (dsRNA) 
zur Hemmung der Expression eines Zielgens durch RNA- Interfe- 
res, wobei die Sequenzen der Ein zel strange der dsRNA so ge- 
wahlt werden, dass an beiden Enden der dsRNA jeweils das 
letzte komplementare Nukleotidpaar G-C ist oder mindestens 
zwei der letzten vier koxnpiementaren Nukleotidoaare G-c-Paare 
sxnd, wobei die dsRNA am ersten Ende einen aus 1 bis 4 unge- 
paarten Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Oberhang auf- 
weist und am zweiten Ende keinen tfberhang aufweist, wobei das 
sxch dxrekt an das letzte komplementare Nukleotidpaar an- 
schlieSende ungepaarte Nukleotid des einzelstrangigen Ober- 
gangs eine Purin-Base enthait. 
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Fig- 1 Fig. 2 Rg. 3 
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